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Verofrentiicht 

MU intemarionalem Recherchenbericht, 


(54) Title: TEST CARRIER FOR DETERMINING AN ANALYTE IN WHOLE BLOOD 
(54)Be2eichnung: TESTTRAGER ZUR BESTIMMUNG EINES ANALYTEN AUS VOLLBLUT 


(57) Abstract 


A test carrier for determining an analyte in whole blood comprises a test field containing a reagent system. The test field 
has a sample feed side on which the blood sample is placed and a detection side on which the analysis reaction gives rise to an 
optically detectable change. The test field is so designed that the red blood corpuscles cannot pass from the sample feed side to 
the detection side and it contains pigment particles which optically block the red blood pigment. To ensure reliable separation of 
blood pigment, the test field (5) has a combined blood pigment removal and indication layer (1) which combines, in a single, very 
thin, homogeneous layer, the funaions of separation of the red blood corpuscles and optical indication. The layer (1), is formed 
from a dispersion or an emulsion of a polymer film former in which the pigment, the polymer film former, the colour-forming 
reagent of the reagent system and a swelling agent are uniformly distributed. 

(57) Zusammenfassnng 

Tcsttrager zur Bestimmung eines Analyten aus Vollblut Er enthait in einem Testfeld ein Reagenzsystem. Das Testfeld hat 
eine Probenaufgabeseite, auf der Blutprobe zugefQhrt wird und eine Nachweisseite, auf der infolge der Analysereaktion eine op- 
tisch nachweisbare Veranderung stattfindet. Es ist so ausgebildct, da& die rotcn BlutkOrperchen nicht von der Probenaufgabeseite 
auf die Nachweisseite gelangen k6nnen und cs enthait Pigmcnipartikel zur optischen Blockicrung des roten Blutfarbstoffcs. Eine 
zuveriassigc Blutfarbstoffabtrennung bei cinfacher Hcrstellung wird erreichl, indem das Testfeld (5) eine kombinierte Blutfarb- 
stoffabtrenn- und Nachweisschicht (1) aufweist, die in einer einzigcn sehr dOnnen homogenen Schicht die Funktionen der Ab- 
trcnnung der roten BIutk5rperchen und des optischen Nachweises erfiillt. Sie ist aus einer Dispersion oder einer Emuisi n eines 
polymeren Filmbildners gebildet, welche in homogener Verteilung das Pigment, den polymeren Filmbildner, das Farbbildungs- 
reagenz des Reagenzsystems und ein Quellmittel enthait. 
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TesttrSger zur Bestimmung eines 
Analyten aus Vollblut 

Die Erf indung betrif ft ein Testfeld fiir einen TesttrSger 
zur Bestiimung eines Analyten aus Vollblut mit Hilfe ei- 
nes in dem TesttrSger enthaltenen Reagenz systems , welches 
ein Farbbildungsreagenz einschlieBt, mit einem Testfeld, 
welches eine Probenauf gabeseite, der die Blutprobe zuge- 
fUhrt wird und eine Nachweisseite, auf der infolge der 
Reaktion des Analyten mit dem Reagenzsystem eine optisch 
nachweisbare Veranderung stattfindet, aufweist, wobei das 
Testfeld so ausgebildet ist, daB in der Probe enthaltende 
Erythrozyten nicht auf die Nachweisseite gelangen- 

Zur qualitativen oder quantitativen analytischen Bestim- 
mung von Bestandteilen von Blut werd n zunehmend soge- 
nannte trSgergebundene Tests verwendet. Bei diesen ist 
ein Reagenzsystem in mindestens ein m aus ein r oder meh- 
reren Schichten bestehenden Testfeld eines f esten Test- 
tragers eingebettet, das mit der Probe in Kontakt ge- 
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bracht wird. Die Reaktion von Probe und Reagenzsystem 
ftihrt zu einer optisch nachweisbaren Veranderung, insbe- 
sondere einem Farbumschlag, welcher visuell oder mit 
Hilfe eines Cerates, meist ref lexionsphotometrisch ausge- 
wertet werden kann. Statt zu einem Farbxmschlag kann die 
Reaktion auch zum Entstehen oder zur Veranderung eines 
anderen optisch nachweisbaren Signals fiihren, beispiels- 
weise eine Fluoreszenz oder einer Lumineszenz. 

Testtrager (welche in der angelsachsischen Literatur 
vielfach auch als "solid reagent analysis elements" be- 
zeichnet werden) sind haufig als Teststreifen ausgebil- 
det, die im wesentlichen aus einer langlichen Tragschicht 
aus Kunststof fmaterial und einem oder mehreren darauf an- 
gebrachten Testfeldern bestehen. Es sind jedoch auch 
Testtrager bekannt, bei denen ein Testfeld von einem Rah- 
men aus Kunststof f Shnlich einem Diapositiv umgeben ist. 

Tragergebundene Tests zeichnen sich insbesondere durch 
ihre einfache Handhabung aus. Urn so bedauerlicher ist es, 
dafi bei den meisten bisher bekannten Testtragern das Blut 
nicht unmittelbar als Vollblut verwendet werden kann. Es 
ist vielmehr erf order lich , die roten Blutkorperchen (Ery- 
throzyten) abzutrennen, um farbloses Plasma bzw. Serum zu 
gewinnen. Dies geschieht Oblicherweise durch Zentrifugi - 
ren. Damit ist jedoch ein zusatzlicher Handhabungsschritt 
verbunden, der eine verhSltnismaBig groBe Blutmenge und 
aufwendige Apparatur erfordert. 

Es hat daher nicht an Versuchen gefehlt, Testtrager zur 
Verfiigung zu stellen, welche analytische Bestinmungen un- 
mittelbar aus Blut ermoglichen. Dabei kann man zwei 
grundsatzlich verschiedene LSsungsmoglichkeiten unter- 
scheiden. 
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Bei dem ersten Losungsahsatz erfolgt die visuelle oder 
apparative Auswertung des Farbvunschlags auf der gleichen 
Seite des Testfeldes, auf die auch die Probe aufgegeben 
wird. Dabei ist das Testfeld so aufgebaut, daB der Analyt 
aus der Probe durch die Testf eldoberf ISche zu den Reagen- 
zien gelangt, wShrend die Erythrozyten ziirUckgehalten 
werden. Nach einer definierten Zeit wird die Blutprobe 
von der Testf eldoberf ISche abgewischt oder abgewaschen 
und der Farbimschlag beobachtet. Beispiele solcher Test- 
trSger sind in der US-A-3 630 957 und in der EP-B-130 335 
und der EP-A-0 217 246 beschrieben. 

Bei dem zweiten Losungsansatz wird die Probe auf der 
einen Seite des Testfeldes aufgegeben (Probenauf gabe- 
seite) und der Farbumschlag auf der anderen Seite (Nach- 
weisseite) registriert. Ein wesentlicher Vorteil dieser 
Verfahrensweise besteht darin, daB das Blut nicht abge- 
wischt Oder abgewaschen werden muB. Man bezeichnet solche 
Testtrager deswegen auch als nicht abzuwischende Testtra- 
ger (non wipe test carriers) . 

Mit dem Abwischen entfSllt nicht nur ein lastiger Handha- 
bungsschritt, sondern auch eine mogliche Fehlerquelle, 
die daraus resultieren kann, daB der Zeitpunkt, zu dem 
Blut entfernt werden muB, nicht genau eingehalten wird. 
Andererseits ist dieser LSsungsansatz besonders schwer zu 
realisieren. Erf order lich ist ein Erythrozyten- bzw. 
Blutfarbstoffilter, der einerseits die intensiv fSrbenden 
Bestandteile des Blutes zuverlassig zuruckhSlt, ande- 
rerseits den Analyt vollstSndig und ausreichend schnell 
passieren ISBt. Es erweist sich als auBerordentlich 
schwierig, einen Testf eldaufbau zu finden, der diese An- 
fordervmgen erftillt. 
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In der US-A-36 63 374 und in der US-A-42 56 693 wird ein 
Membranfilter eingesetzt. Zwar sind Membranf liter fiir das 
Abfiltern von Erythrozyten grundsatzlich geeignet, ihre 
Verwendung in Testtragern hat sich jedoch nicht bewahrt. 
Das gleiche gilt fiir die ebenf alls in diesen US-Patenten 
erwahnte Kombination des Membranf liters mit einer Glasfa- 
serschicht, welche das Verstopfen des Membranf liters mit 
groberen Teilchen verhindem soil. Die Herstellung derar- 
tiger Testtrager ware sehr aufwendig, obne daB eine be- 
friedigende Funktion erreicht wird. 

In der US-A-4 069 017 und mehreren US-Patenten der glei- 
Chen Anmelderin wird ebenf alls die Moglichkeit angespro- 
chen, in einem Testtrager eine den Durchtritt von Ery- 
throzyten verhindernde Zwischenschicht vorzusehen, welche 
zugleich strahlenblockierende Bestandteile enthait, um 
sicherzustellen, daB die Lichtstrahlen des Auswertegera- 
tes nicht in die erythrozytenhaltige Schicht vordringen 
kSnnen. In dieser Schrift sind jedoch keine Angaben ent- 
halten, wie die Zwischenschicht im einzelnen aufgebaut 
sein konnte, um die Filterung der Erythrozyten zu errei- 
chen. 

Die US-A-4 824 639 beschreibt die Verwendung einer asym- 
metrischen Membran, wie sie fiir technische Trennverf ahren 
(umgekehrte Osmose) bekannt ist, fiir die Zwecke der Ery- 
throzytenabtrennung. Die Membran wird in einem Koagula- 
tionsverf ahren durch Eintauchen einer teilweise oder 
vollstandig gelierten schicht in ein Koagulationsbad 
hergestellt und kann auch Reagenzien enthalten. Dabei 
soil die optische Auswertung sowohl von der Blutaufgabe- 
seite her (nach Abwischen) als auch von der gegeniib r- 
liegenden Seite her moglich sein. 
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In der EP-A-0 3 02 2 87 ist ein Testfeld dargestellt, wel- 
ches einen Schichtverbund aufweist, der durch Fliissigbe- 
schichten einer das Farbbildungsreagenz enthaltenden 
Nachweisschicht auf eine der Probenauf gabeseite zuge- 
wandte Basisschicht hergestellt ist. Die Basisschicht 
enthfilt einen polymeren Filiobildner , Kieselgur und ein 
Pigment. Die Nachweisschicht enthait einen polymeren 
Filmbildner, welcher beim Fiassigbeschichten teilweise in 
die Basisschicht eindringt und eine tJbergangszone bildet, 
in der die Erythrozyten zuriickgehalten werden. 

Das durch die Farbstof f-Bestandteile des Blutes verur- 
sachte Problem wird noch zusStzlich dadurch verschSrft, 
daB das Ublicherweise verwendete, durch Einstich in die 
Haut gewonnene Kapillarblut wegen der damit verbundenen 
mechanischen Beanspruchung unvermeidlich teilweise hamo- 
lysiert ist, d.h. es enthalt aus zerstorten Erythrozyten 
frei gewordenen Blutf arbstof f . Obwohl der H5molyseanteil 
im allgemeinen unter 0,1 % liegt, verursacht der freie 
Blutf arbstoff wegen seiner intensiven Farbe selbst dann 
noch MeBungenauigkeiten , wenn die Erythrozyten vollstSn- 
dig abgetrennt wurden. 

Da keine der vorbekannten Realisierungen eines NW-Test- 
tragers mit Erythrozytenabtrennung in jeder Hinsicht be- 
friedigende Eigenschaf ten aufweist, wurde bei einer im 
Handel befindlichen Realisierung eines solchen Testtra- 
gers auf die Abtrennung der Erythrozyten vollstSndig ver- 
zichtet und die Storung durch die intensive Rotfarbung 
meBtechnisch mit Hilfe einer Messung bei zwei verschie- 
denen WellenlSngen kompensiert. Dies beeintrSchtigt je- 
doch di MeBgenauigkeit, weil di dunkle Blutf arbe den 
Signalhub, d.h. die Differenz der gemessenen diffusen Re- 
fl xion innerhalb des MeBbereiches des Tests wesentlich 
(etwa auf die HSlfte) vemindert. AuBerdem wird der Auf- 
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wand fiir die apparative Auswertung stark erhoht und es 
ist keinevisuelle Kontrolle des Farbumschlags moglich. 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein Testfeld 
fiir einen NW-Testtrager zur VerfUgung zu stellen, welches 
eine zuverlassige Abtrennung des Blutf arbstof f s und eine 
schnelle und intensive Bildung des optischen Nachweissi- 
gnals (und demzufolge eine hohe MeBgenauigkeit) ermog- 
licht. Zugleich soil es moglichst einfach herzustellen 
sein. 

Die Aufgabe wird bei einem Testfeld der eingangs bezeich- 
neten Art dadurch gelost, daB es eine kombinierte Blut- 
f arbstof fabtrenn- und Nachweisschicht aufweist, welche 
aus einer Dispersion oder Emulsion eines polymeren Film- 
bildners gebildet ist, die in homogener Verteilung ein 
Pigment in einer Konzentration von mindestens 3 0 Gew.-%, 
bezogen auf den Feststof fgehalt der f ilmbildenden Masse, 
den polymeren Filmbildner, das Farbbildungsreagenz und 
ein Quellmittel enthalt, wobei die Quellf Shigkeit des 
Quellmittels so hoch ist, daB die optisch nachweisbare 
Veranderung auf der Nachweisseite nach maximal einer 
Minute meBbar ist. 

Dispersionsfilmbildner enthalten mikroskopische , in der 
Tragerfliissigkeit (meist Wasser) unlosliche Polymerteil- 
chen, welcbe in feinster Verteilung in der TrSgerf lUssig- 
keit dispergiert sind. Wird bei der Filmbildung die Fltis- 
sigkeit durch Verdampfen entfernt, so nahern sich die 
Teilchen und beriihren sich schlieBlich. Durch die dabei 
auftretenden groBen KrSfte und einen mit der Filmbildung 
einhergehenden Gewinn an Oberf lachenenergie wachsen di 
Teilchen zu ein r weitgehend geschlossenen Filmschicht 
zusammen. NShere Einz Iheiten hierzu sind beispielsweise 
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dem Artikel "Latex film formation" von J.W. Vanderhoff in 
Polymer News 1977, Seite 194 bis 203, zu entnehmen. 

Alternativ kann auch eine Emulsion des Filmbildners ver- 
wendet werden, bei der dieser in einem Losungsmittel ge- 
ISst ist. Das geloste Polymer ist in einer TrSgerf lUssig- 
keit emulgiert, die mit dem LBsungsmittel nicht mischbar 
ist. 

Als Polymere fllr solche Filmbildner eignen sich insbeson- 
dere Polyvinylester , Polyvinylacetate, Polyacrylester , 
PolymethylacrylsSure, Polyvinylamide, Polyamide und Poly- 
styrol. Neben Homopolymeren sind auch Mischpolymerisate 
z.B. von Butadien, Styrol oder MaleinsSureester geeignet. 

Der mittlere Partikeldurchmesser der Pigmentpartikel 
liegt vorzugsweise zwischen 0,2 und l^m. Titandioxid ist 
ein weit verbreitetes und auch fUr die Erfindung beson- 
ders geeignetes Pigment. 

Die Eigenschaften der Blutf arbstof f abtrenn- und Nachweis- 
schicht hSngen selbstverstSndlich nicht nur von dem Film- 
bildner, dem Pigment und dem Quellmittel ab, sondern auch 
von den in dieser Schicht enthaltenen Bestandteilen der 
Testrezeptur. Diese umfaBt neben dem eigentlichen Rea- 
genzsystem meist auch Hilfsstoffe, wie zum Beispiel 
Detergentien, Puffer und Schutzkolloide. 

Infolge dieser Vielfalt moglicher Varianten ist es nicht 
moglich, universelle Regeln anzugeben, wie die schicht- 
bildende Masse, aus der die Blutf arbstof f abtrenn- und 
Nachweisschicht gebildet wird, quantitativ zusammenge- 
s tzt sein soil. Der Fachmann kann auf Basis der hier ge- 
geb nen Inf ormationen die Eignung einer gewShlten Zusam- 
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xaensetzung jedoch ohne weiteres testen und die Rezeptur 
dar schichtbildenden Masse gezielt optimieren. 

Der Pigmentanteil liegt mit mindestens 30 Gew-% bevor- 
zugt mindes^ens 40 Gew-%, bezogen auf den ^--^^^^o^h 
stoffgehalt der schichtbildenden Masse ungewohnlxch hoch. 
Dadurch ergeben sich selbst bei einer extrem dunnen 
Schichtdicke der Blutf arbstof f abtrenn- und Nachweis- 
schicht gute strahlungsbloclcierende Eigenschaf ten , d h 
die rote Farbe auf der Probenauf gabesexte stort die opti 
sche Auswertung nicht. 

tiberraschenderweise wurde gefunden, daB man durch Zugabe 
eines gut quellenden Quellmittels (d.h. einer Substanz, 
die unter Auf nahme von Wasser ihr Volumen vergroBert) 
nicht nur eine Schicht erhalt, die relativ schnell von 
der Probenflussigkeit penetriert wird, sondern trbtz dxe- 
ser Qffnungswirkung des Quellmittels gute Blutf arbstof f- 
abtrenneigenschaften resultieren. Die erf orderliche Qua- 
litat und Menge des Quellmittels laBt sich auf Basxs der 
hier gegebenen Erlauterungen empirisch fUr die ^ewexlxge 
Schichtzusammensetzung festlegen. Die Quel leigenschaf ten 
sollten jedenfalls mindestehs so gut sein, daB fOr exnen 
Test bei dem die Geschwindigkeit der Farbbildung - wxe 
beispielsweise bei der iiblichen Glucosenachweisreaktxon - 
Oberwiegend von der Penetration der Probenf lassigkeit 
durch die schicht abhSngt, die optisch nachweisbare Reak- 
tion nach maximal einer Minute meBbar ist. 

Als besonders geeignetes Quellmittel hat sich Methyl- 
vinylethermaleinsaureanhydrid-copolymer erwiesen. 

Aus d n im zusammenhang mit der vorliegenden Erf indung 
durchgefiihrten Experim nten laBt sich ableiten, daB Fxlm- 
bildner und Pigm nt in inem annahernd gl ichen Gewxchts- 
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verhaltnis zueinander stehen sollten. Je nach den Umstan- 
den des Einzelfalls erweisen sich Gewichtsrelationen des 
Filmbildners zu dem Pigment zwischen 1:10 und 2:1 als be- 
vorzugt. 

im Regelfall ist es vorteilhaft, wenn der Gesamtanteil 
der summe von Filmbildner und Pigment am Feststof f gehalt 
der schichtbildenden Masse relativ hoch (meist Uber 70%) 
ist. Im Zusammenhang mit Rezepturen, die wegen Besonder- 
heiten der Analysereaktion einen ungewohnlich hohen Ge- 
wichtsanteil des Reagenz systems erfordern, wxirde jedoch 
auch mit einem Gesamtfeststoff gehalt von Filmbildner und 
Pigment von 40%, bezogen auf. den Feststof f gehalt der 
filmbildenden Masse, positive Ergebnisse erzielt. Inerte 
anorganische Partikel mit einem mittleren Partikeldurch- 
messer von erheblich mehr als 1 n, die keine oder 
schlechte Pigmenteigenschaf ten haben, wie beispielsweise 
Kieselgur (Diatomeenerde) sollten nicht oder nur in einer 
sehr geringen Konzentration von weniger als 10 % in der 
filmbildenden Masse enthalten sein. 

Die Herstellung der kombinierten Blutf arbstof f abtrenn- 
und Nachweisschicht aus einer homogenen Dispersion der 
genannten Bestandteile fiihrt zu einer praktisch homogenen 
Schichtstruktur . Hierdurch unterscheidet sich die erfin- 
dungsgemaBe Blutf arbstof fabtrenn- und Nachweisschicht 
grundsStzlich von der asymmetrischen Membran gemafi der 
eingangs erwShnten US-A-4 824 639. 

Wesentlich ist, daB die kombinierte Blutf arbstof fabtrenn- 
und Nachweisschicht auBerordentlich diinn ist. Bevorzugt 
li gt die mittler Trockenschichtdicke unter 0,05 mm, be- 
sonders bevorzugt unt r 0,025 mm, ganz besonders bevor- 
zugt unter 0,015 mm. 
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Neben der einfachen Handhabung zeichnet sich der erfin- 
dungsgemafie Testtrager dxarch eine extrem kurze Reaktions- 
zeit und intensive Farbbildung aus. AuBerdem ist das 
Testfeld selbstdosierend. Es nimmt aus einer im UberschuB 
(zxim Beispiel zwischen 5 ^1 und 50 Ml) aufgetragenen 
Probe nur eine reproduzierbare Teilmenge (zum Beispiel 
2 fil) auf. 

Die Erf indung stellt eine grundsatzliche Abkehr von den 
bisher vorgeschlagenen NW-Testf eldern dar. WShrend bei 
den bisherigen Versuchen das Testfeld meist aus einem 
Scbichtverbund bestand, der getrennte Schichten oder Zo- 
nen entbielt, von denen eine der Abtrennung der Erythro- 
zyten und eine andere dem Nachweis durch eine Farbbil- 
dungsreaktion diente, werden erfindungsgemaB beide Funk- 
tionen in einer einzigen homogen zusarmengesetzten 
Schicht, namlich der Blutf arbstof fabtrenn- und Nachweis- 
schicht, zusammengefaBt. Bevorzugt besteht das Testfeld 
nur aus der Blutf arbstof fabtrenn- und Nachweisschicht. Da 
diese extrem dunn ist und nur wenig Flussigkeit auf nimmt, 
kann mit einer extrem kleinen Blutprobe gearbeitet wer- 
den. In Ausnahmef alien kann jedoch die Blutf arbstof fab- 
trenn- und Nachweisschicht mit anderen Testschichten kom- 
biniert werden, beispielsweise einer auf der Probenaufga- 
beseite vorgelagerten schicht, die eine laterale Ausbrei- 
tung bewirkt (spreading layer) Oder eine Reagenzschicht, 
welche Reagenzien enthalt, die mit den in der Blutf arb- 
stof fabtrenn- und Nachweisschicht enthaltenen Reagenzien 
nicht vertraglich sind. 

Die Blutf airbstof fabtrenn- und Nachweisschicht kann mit 
ihrer Nachweisseite auf einer durchsichtigen TrSgerfolie 
angebracht sein. GemSB einer besond rs vorteilhaften Al- 
ternative ist si jedoch in eine offenporige Faserver- 
bundstruktur impragniert. 
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GemSB einer weiteren besonders bevorzugten AusfUhrungs- 
fonn kann die Blutf arbstof f abtrenn- und Nachweisschicht 
auf einer mikroporosen Kunststof f schicht (Membran) durch 
unmittelbares Beschichten der Membran angebracht sein. 
Als besonders giinstig hat sich dabei die Kombination der 
Blutf arbstof f abtrenn- und Nachweisschicht mit einer asyin-^ 
metrischen Membran erwiesen, die ihrerseits Erythrozyten- 
abtrenneigenschaften hat. Derartige Membranen werden in 
neuerer Zeit ftir verschiedene Filtrationszwecke angebo- 
ten. Ein tiberblick ist beispielsweise dem Artikel "The 
Structure and Some Properties of Graded Highly 
Asymmetrical Porous Membranes" von W. Wrasidlo und K.J. 
Mysels, Journal of Parenteral Science and Technology, 
1984, Seite 24 bis 31, zu entnehmen. Von besonderem Vor- 
teil ist dabei die Tatsache, daB die Blutf arbstof f ab- 
trenn- und Nachweisschicht nicht nur Blutkorperchen ab- 
trennt, sondern auch eine wirksame Abtrennung des Blut- 
f arbstof fes, soweit dieser in praktisch vorkommenden Kon- 
zentrationen vorliegt, bewirkt. Experimentell wurde fest- 
gestellt, daB die erf indungsgemaBe Schicht geeignet ist, 
selbst Proben mit einem Hamolyseanteil von bis zu 0,5 % 
zu verarbeiten. Dieser Wert liegt mit gutem Sicherheits- 
abstand tiber den in der Praxis vorkommenden Hamolysewer- 
ten von maximal etwa 0,1 %. Wenn man aus Blut mit einem 
HSmolyseanteil von 0,5 % die BlutkBrperchen vollstandig 
abtrennt, ist das resultierende Serum immer noch stark 
rot gefarbt. Wenn man jedoch ein solches Serum von der 
Probenauf gabeseite her auf eine erf indungsgemSBe Blut- 
f arbstof f abtrenn- und Nachweisschicht aufgibt, wird der 
Blutf arbstof f so vollstandig abgetrennt, daB die analyti- 
sche Messung auf der Auswerteseite innerhalb der MeB- 
genauigkeit davon praktisch nicht beeintrSchtigt wird. 
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Die Erfindung wird im folgenden anhand eines in den Figu- 
ren schematisch dargestellten Ausfiihrungsbeispiels nSher 
erlautert; es zeigen: 

Fig. 1 eine stark vergroBerte Prinzipdarstellung eines 
Querschnitts durch eine fiir die Erfindung ge- 
eignete Testf eldstrxiktur im nassen Zustand, 

Fig. 2 eine stark vergrSfierte Prihzidarstellung eines 
Querschnitts eines erf indungsgeiaSBen TesttrM- 
gers , 

Fig. 3 eine Aufsicht auf eine fiir die Erfindung ge- 
eignete Faserverbundstruktvir nach einer elek- 
tronenmikroskopischen Aufnahme, 

Fig. 4 und Fig. 5 eine stark vergroBerte Prinzipdar- 
stellungen eines Querschnittes alternativer 
Ausfiihrungsformen von Testfeldern, 

Fig. 6 mehrere Spektren zu einem der Beispiele, 

Fig. 7 eine graphische Darstellung zur Erlauterung des 
Einflusses der Zusammensetzung der schichtbil- 
denden Masse bei einem der Beispiele. 

Figuren 1 und 2 zeigen im Querschnitt ein Testf eldmate- 
rial, bei dem die Erythrozytenabrenn- und Nachweisschicht 
1 in eine Fas erver bunds truktur 2 impragniert ist. per Be- 
griff "Faserverbundstruktur" bezeichnet dabei jeden Ver- 
bund von Faden oder Fasem, der die fiir die Erfindung er- 
f order lichen Eigenschaften, namlich eine sehr geringe 
Dicke (maximal 0,1 mm, bevorzugt 0,02 bis 0,06 mm) und 
eine ausreichende of f enporigkeit, aufweist. Der Faserver- 
bund kann vorzugsweise ein Gewebe oder ein Gewirke sein. 
Auch ein sehr diinnes und lockeres Vlies kann verwendet 
werden, ist jedoch weniger bevorzugt. 

Die Faserverbundstruktur kann aus monof il n FSd n oder 
aus multifilen (d.h. aus vi 1 n EinzelfSden bestehenden 
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und gezwirnten) Fasern bestehen, wobei sich die monofilen 
FSden besonders bewShrt haben. 

Fig. 3 zeigt die typische Struktur eines fiir die Erfin- 
dung geeigneten monofilen Gewebes. Die FSden 3 haben eine 
lockere, gitterf ormige Strxiktur mit offenen Poren 4. Die 
Porengr5Se A sollte zwischen 0,02 und 0,06 mm, vorzugs- 
weise zwischen 0,03 und 0,04 mm iiegen. Im dargestellten 
Fall quadratischer Poren bezeichnet der Begriff Poren- 
grbBe deren Kantenlange. Bei einer von der quadratischen 
Form abweichenden Porenform ist die Porengr56e als Qua- 
dratwurzel aus dem mittleren Porenquerschnitt definiert. 

Die Dicke B der FMden, aus denen die Faserverbundstruktur 
gebildet ist, liegt vorzugsweise zwischen 0,02 und 0,06 
mm, besonders bevorzugt zwischen 0,03 und 0,04 mm. Als 
Fadenmaterial hat sich Polyethylen bewShrt. Es sind je- 
doch auch andere Materialien geeignet. 

Wie erwShnt, besteht das Testfeld eines erf indungsgemSBen 
Testtragers vorzugsweise nur aus der auf einem TrMgerma- 
terial auf gebrachten Blutf arbstof f abtrenn- und Nachweis- 
schicht. Ein solcher TesttrSger ist in Fig. 2 schematisch 
dargestellt. Das insgesamt mit 5 bezeichnete Testfeld 
wird von einem Rahmen 6 gehalten. Die Probe wird von d r 
Probenaufgabeseite 7 her aufgegeben. Die optische Auswer- 
tung erfolgt auf der Nachweisseite 8. 

Die dargestellte Struktur einer Blutf arbstof f abtrenn- und 
Nachweisschicht, welche in eine offenporige Faserverbund- 
struktur imprfigniert ist, zeichnet sich vor allem dadurch 
aus, daB sie selbsttragend ist, d.h. es ist keine durch- 
sichtig TrSgerfolie als Unterlage erf order lich. Dab i 
ist jedoch wichtig, daB die Poren der Faserverbundstruk- 
txor so vollstandig g schlossen sind, daB das auf der Pro- 
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benaufgabeseite 7 aufgegebene Blut nicht durch kleine 
Spalten oder Risse auf die Nachweisseite 8 gelangen kann, 
well durch die intensive Rotfarbung des Blutes schon re- 
lativ geringe Mengen das Ergebnis der optischen Messung 
verf alschen . 

Dm dies zu gewahrleisten ist es vorteilhaft, wenn bei der 
Herstellung des Testf eldmaterials die Substanzen, aus 
denen die Blutfarbstoffabtrenn- und Nachweisschicht be- 
steht, zu einer schichtbildenden Impragniermasse verar- 
beitet werden, welche in eine Bahn aus Tragermaterial , 
die aus der offenporigen Faserverbundstr\iktur besteht, 
derartig impragniert wird, daB die Impragniermasse in die 
Poren des Tragermaterial weitgehend eindringt. Die Impra- 
gniermasse wird dann mit Hilfe eines Abstreifwerkzeuges 
glattgestrichen. Danach wird die Testf eldmaterialbahn be- 
riihrxingsfrei getrocknet. 

Insgesamt wird die Impragniermasse so aufgetragen, daB 
die HohlrSume des Tragermaterials praktisch vollstandig 
gefiillt und die Faden beidseitig diinn mit Impragniermasse 
bedeckt sind. Der Zustand nach dem Glattstreichen ist in 
Fig. 1 staxk schematisiert dargestellt. 

Durch den Trocknungsvorgang verringert sich die Schicht- 
dicke der Impragniermasse. Dadurch entsteht eine charak- 
teristische struktur, bei der die OberflSche der Test- 
schicht zwischen den FSden leicht konkav gekrUmmt ist, 
wie dies in Fig. 2 angedeutet ist. 

Eine in eine Faserverbiindstruktur impragnierte Blutfarb- 
stoffeJ3trenn- und Nachweisschicht, wie sie anhand der 
Figuren 1 bis 3 erlautert wurde, ist vor allem dann 
bevorzugt, wenn ein selbsttragendes Testschichtmaterial 
gewiinscht wird, bei dem die Schicht beidseitig mit der 
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Umgebungsluft in Kontakt steht. Dies gilt vor allem bei 
Reagenzsystemen, die oxidationsschritte mit Hilfe des 
Luftsauerstof f s enthalten. 

Fig\ir 4 zeigt einen Aufbau des Testfeldes, wie er fUr ein 
Testsystem geeignet ist, welches unabhSngig vom Luft- 
sauerstof f funktioniert. Die Blutf arbstof f abtrenn- und 
Nachweisschicht 1 ist dabei auf eine durchsichtige Kunst- 
stoffolie 10 beschichtet. 

Figur 5 zeigt die Ausfiihrungsf orm, bei der die Blutf arb- 
stof f abtrenn- und Nachweisschicht auf einer mikroporosen 
Kunststoffschicht (Membran) 11 beschichtetist. Die Mem- 
bran ist vorzugsweise - wie dargestellt - der Blutauf- 
gabeseite 7 zugewandt. 

Die folgenden Beispiele dienen der weiteren ErlSuterung 
der Erfindung. 

pe3;?piel It 

Zur Herstellung einer Blutf arbstof f abtrenn- und Nachweis- 
schicht zur quantitativen Analyse von Glucose aus Voll- 
blut wird eine Dispersion folgender Zusammensetzung her- 
gestellt: 
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Rezeptur: 


Einwaage (g) 


absolu-t 


Feststof f ■ 
geJtialt: 


Polyvinylpropionat (PVP)-/Poly- 
vinylacetat (PVA) -Dispersion 
(50%ig in Wasser) 
Titandioxid-Pulver in Wasser 

(Aufsclxiajomung 1:1) 
Methylvinylethermaleinsaureaniiydrid- 

Copolymer (Gantrez AN 139; 5%ig in Wasser) 8 g 
Kaliimdihydrogenphosphat 
Dinatriumhydrogenphosphat-dihydrat 

Glucoseoxidase 
Peroxidase 

Methylaminobenzthiazolinon- 

hydrazon (MBTH) 
3-Dimethylamino-benzosesaure 

Wasser dest:. 
Natriximhydroxid 


5 g 


10 g 


0,27 g 
0,28 g 
30 KU 
500 KU 


0,2 
0,2 
4,0 
0,1 


g 
g 
g 
g 


(2,5) 

(5,0) 

(0,4) 
(0,3) 
(0,3) 
(0,3) 
(0,15) 

(0,2) 
(0,2) 

(0,1) 


Diese Mischung wird auf ein monof iles Polyethylen- oder 
Nylon-Gewebe von ca. 0,05 mm Dicke mit Hilfe eines Rakels 
(Rakelspalt ca. 0,08 mm) aufgebracht \ind unmittelbar an- 
schliefiend mit Warmluft bei 60* C ca. 3 0 Minuten beriih- 
rungsfrei getrocknet. 

Die so hergestellte Reagenzschicht zeigt. mit glucosehal- 
tigem Blut in AbhSngigkeit von der Glucosekonzentration 
gut abgestufte blaue Reaktionsf arben, welche mit einem 
Remissi nsphotom ter bei 565 nm vermessen werden konnen. 
Eicht man das MeBgerat mit dem Leerwert der Reaktions 
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schicht auf 100% Remission und mit einer schwarzen Folie 
auf 4% Remission, werden fiir die entsprechenden Glucose- 
konzentrationen im Blut folgende Remissionen erhalten: 

Glucose in Blut 
mg/dl 

0 

40 

80 
100 
300 
400 
500 
600 

In Figur 6 sind vier verschiedene Spektren von remissi- 
onsphotometrischen Messungen dargestellt, bei denen die 
Remission (in %) gegen die WellenlSnge (in Nanometer) 
dargestellt ist. Die Spektren a, b und c beziehen sich 
auf Testfelder gemSB Beispiel 1 mit einer glucosef reien 
Probe (a) , einem Glucosegehalt von 30 mg/dl (b) und einem 
Glucosegehalt von 700 mg/dl (c) . Man erkennt, das typi- 
sche Absorptionsminimum des Indikators MBTH. Die Diffe- 
renz zwischen dem Spektrum a und den Spektren b bezie- 
hungsweise c bei der gewahlten MeBwellenlange stellt das 
Nutzsignal dar. 

Spektrum d betrifft einen Fall, bei dem die Probe wie bei 
Beispiel b 30 mg/dl Glucose enthSlt, jedoch mit einer 
Nachweisschicht gearbeitet wird, bei der die Blutfarb- 
stof fabtrennung unvollstandig ist. Der rote Blutf arbstof f 
fUhrt zu einem ausgeprSgtem Minimum in dem fiir die Mes- 
sung wichtigen Bereich. Es ist of f ensichtlich, daB hier- 
durch eine nicht tolerierbare Verfalschung des MeBsignals 
resultiert. 


100% 
81% 
67% 
62% 
39% 
34% 
30% 
26% 
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■Roigpiel 2! 

™ aan EinfluB ver.ehiedener Konzen«ation«. an ^g-ent 
und FilMbildner auf die Blutf arbstof fabtrennexgenschaft 
r^est^, vurde di. Kezeptur von Beispiel 1 hxns.chtlxch 
des Getaltes dieser belden Kompcnenten varxxert. 

Die Ergebnisse .ind in Figur 7 """f ^ 

abszisse das Feststoffgewicht des Pigments P .and auf der 
ordinate das Feststof fgewioht des Filmbildners F auf ge- 
«tgen !st. Die offenen Kreise bezeichnen zusa»>ensetzun- 
gZ bei aenen Keine befriedigende Blu«arbst=f f abtrenn- 

saLensetzungen »it befriedigender Funktxon "^-^-f^™; 
Die stemzaicben bezeichnen zusa^iensetzungen , bex denen 
z„ar eine ausraichende Abtrennung von Erythrozyten er- 
reicht wird, die strahlungsblocWerenden Exgensohaften 
der sebicht jedocb unzureichend sind. Das Wertepaar des 
Beispiels 1 ist durch ein eingekreistes Pluszexchen ge- 
Kennzeichnet. Es zeichnet sioh duroh eine besonders gute 
Blutfarbstoff-Abtrennwirkung aus. 

Die Ergebnisse zeigen, daB Keine gute abtrennwirkung er- 
reieht wird, wenn sowobl die eingesetzte Menge Px^ent 
als auoh die eingesetzte Menge Filmbildner sehr Icle^ 
ist. Ein befriedigendes Ergebnis Icann sowohl durch Erho 
bung des Pigmentanteils aXs aucb durch ^^^^^ ^^Ij^"-^ 
bildneranteils erreicht warden. Besonders gute Ergebnxss 
werden erreicht, wenn beide in einem etwa ausgewogenen 
VerhSltnxs zueinander stahen und ihre Gesamtmenge xn der 
sehiohtbildenden Rezeptur ausreichend hoeh xst. 
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Beispjel 2a; 

Um den EinfluB verschiedener Quellmittel zu dokumen- 
tieren, wurde in der Rezeptur von Beispiel 1 das 
Gantrez AN 139 ersetzt durch Keltrol F (Hersteller: 
Kelco/Ail International GmbH, Hamburg, Deutschland) . Die 
nachfolgende Tabelle zeigt fUr beide Rezepturen den Ver- 
lauf der gemessenen diffusen Reflexion (% Rem) fUr zwei 
verschiedene Blutproben. Man erkennt, daB bei Verwendung 
des Quellmittels Gantrez AN 139 sich bereits nach 3 0 Se- 
kunden ein stabiler Wert einstellt, der sich in den fol- 
genden 30 Sekunden nicht Sndert. Bei Verwendung von 
Keltrol F ist die Annaherung an den Endwert langsamer. 
Auch hier ist jedoch bei geeigneter Eichung eine zuver- 
lassige Messung nach weniger als einer Minute mit guter 
Genauigkeit mbglich. 


Keltrol F 


Gantrez AN 139 


Zeit seit 


Blut 2 

Probenaufgabe 

Blut 1 

(sec) 


( % ) Rem . 

10 

52.8 

36.7 

20 

47.2 

23.1 

30 

45.9 

18.7 

40 

44.8 

17.2 

50 

44. 2 

16.5 

60 

44. 0 

16.3 

10 

45.4 

22.2 

20 

44. 6 

17.6 

30 

44.1 

16.9 

40 

44. 0 

16.2 

50 

44.0 

16.2 

60 

44.0 

16.2 


Mit weniger gut quellenden Quellmitteln, beispielsweise 
dem vielfach in Testschichtrezepturen eingesetzten 
Alginat, werden keine vergleichbar guten Ergebnisse er- 
r icht. 


wo 92/15879 


PCr/DE92/00154 


20 


Beispiel 3 : 

Herstellung eines Testf eldes fiir einen Testtrager zum 
Nachweis von Triglyceriden in Blut. 


Rezeptur; 


Einwaage (g) 

absolu-t Feststoff- 
gehalt: 


Po lyviny Ipr op ionat-D isper s ion 
(50%ig in Wasser) 
Titandioxid 

Keltrol F (0,5 %ig in HgO) 
Adenosin-5 • -triphosphate di-Natriumsalz 
Magnesimnsulf at-7 -hydrat 
Dioctylnatriiomsulf osuccinat 
l-(4-Methylphenyl) -semicarbazid 
Detergens Triton X-100 
Cholesterinesterase 
Glycerinphosphatoxidase 

Glycerokinase 
Peroxidase 

4(5) - (4-Dimethylamino-phenyl) -2- 
(4-hydroxy-3 , 5-diinethoxyphenyl) -5(4)- 
methylimidazol x HCl 
Phosphatpuffer 0,2M / pH7,5 


7 g 
4 g 
27 g 
60 mg 
60 mg 
100 mg 
1,5 mg 
200 mg 
3 KU 
0,8 KU 
3 KU 
500 MU 


50 mg 
4 g 


(3,5) 

(4,0) 

(0,15) 

(0,06) 

(0,06) 

(0,1) 

(0,002) 

(0,2) 

(0,25) 

(0,01) 

(0,15) 

(0,15) 


(0,05) 
(0,05) 


Aus den Rezepturkomponenten wird eine homogene Beschich- 
tungsmasse hergestellt. Der pH-Wert wird kontrolliert und 
erf orderlichenf alls auf pH 7,5 korrigiert. Unmittelbar 
danach wird die Masse in ein multif iles Polyethylengewebe 

(Dicke ca. 0,04 mm) in iner NaBfilmdicke von ca. 0,06 mm 
gerakelt und bei 50*' C in einem Umlufttrockenschrank ca. 

60 Minuten getrocknet. 
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Bei der Analyse von Triglycerid-haltigen Blutproben war- 
den gut abgestuf te Blauf arbungen im Konzentrationsbereich 
50 bis 3 00 mg/dl erhalten, die bei 660 ran remissionspho- 
tometrisch ausgewertet warden konnen. 


Beispiel 4: 

Um die Brauchbarkeit verschiedener Pigment-Substanzen zu 
testen wurde die Rezeptur von Beispiel 1 hinsichtlich des 
Pigments abgewandelt und Versuche mit verschiedenen Kon- 
zentrationsverhaltnissen gemacht. In der folgenden Ta- 
belle sind die Trockensubstanz-Gewichte von Rezepturen 
angegeben,' die erprobt wurden und zuf riedenstellende 
Blutf arbstof f abtrenneigenschaf ten auf weisen : 

Po ly v iny Ipr op i onat Bar iumsu 1 f at 

5 g 10 g 

5 g 1 g 

Polyvinylpropionat Orgasol 2 002 

5 g 10 g 

5 g 1 g 

Das Bariumsulfat hatte eine mittlere TeilchengroBe von 
0,6 /Ltm (Hersteller: Merck, Darmstadt, Deutschland) . 

Orgasol 2002 ist ein Polyamid-Partikelpulver mit Pigment- 
eigenschaften, welches von der Firma Atochem, Elf- 
Aquitaine, Ortez, Frankreich, hergestellt wird. Die mitt- 
lere TeilchengroBe liegt bei 0,4 ^m. 
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Beispiel 5 : 

Herstellxing eines Reagenzf ilms zum reduktiven Nachweis 
von Glucose. 


Rezeptur: 


Einwaage (g) 

absolut Fest- 
stof fgehalt 


KeltrolF (Hersteller: Kelco/Ail 
International GmbH, Hamburg, Deutschland) 
2%ig gelost in Citratpuffer 0,5 M/pH 7 
Titandioxid in Citratpuffer 0,5 M/pH 
(AufschlMmmung 1:1) 

Polyvinylpropionat (PVP) -/Polyvinyl- 
acetat (PVA) (Dispersion 50%ig in Wasser) 
Natriumnonylsulfatlosung (15%ig in Wasser) 
Tartrazin (Hersteller: Merck) 
Tetraethylammoniumchlorid 
2 , 18-phospliormolybdaensaure 
Kollidon 25 (Hersteller: BASF, Ludwigs- 
hafen, Disutschland) 

N,N-Bis-hydrxyethyl-p-nitroso-anilin 
GOD 

Wasser 

Die Rezeptur wird homogenisiert und auf eine Folie aus 
Pokalon (Hersteller: Lonza, Sclxweiz) in einer Dicke von 
0,1 mm aufgerakelt. AnschlieSend wird bei 60" c getrock- 
net. Der erhaltene Reagenzf ilm zeigt ausgezeichnete Ery- 
throzyten-Abtrenneigenschaften und eine intensive Farb- 
bildung in Abhangigkeit von der Glucosekonzentration. 

Dieses Beispiel zeigt, daB sich eine erf indungsgemaBe 
Blutf arbstof f abtrenn- und Nachweisschicht auch in FSllen 


20 g 

(0,4) 

40 g 

(20,0) 

5 g 

(2,5) 

3 g 

(0,4) 

2 g 

(2,0) 

7 g 

(7,0) 

16 g 

(16,0) 

2 g 

(2,0) 

140mg 

(0,140) 

2 g 

(2,0) 

40 g 
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herstellen laBt, bei denen aufgrund spezifischer Beson- 
derheiten des Tests die loslichen Bestandteile des Rea- 
genzsystexns in verhaitnismSBig hoher Konzentration vor- 
handen sein iriiissen. Im vorliegenden Fall liegt das sum- 
mierte Trockengewicht der Indikatorkombination aus 
Tetraethylammoniumchlorid und 2 , 18-Phosphoriaolydansaure 
etwa in der gleichen GroBenordnung wie das siuomierte 
Trockengewicht von Pigment und Filmbildner . 
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Anspriiche 

Testtrager zxir Bestimmung eines Analyten aus Vollblut 
mit Hilfe eines in dem TesttrSger enthaltenen Rea- 
genzsystems, welches ein Farbbildungsreagenz ein- 
schlieBt, mit einem Testfeld (5) , 

welches eine Probenaufgabeseite (7), auf der die 
Blutprobe zugefiihrt wird und eine Nachweisseite (8) , 
auf der infolge der Reaktion des Analyten mit dem 
Reagenzsystem eine optisch nachweisbare Veranderung 
stattf indet, auf weist , \ind 

welches so ausgebildet ist, dafi in der Probe enthal- 
tende Ery thro zy ten nicht auf die Nachweisseite gelan- 
gen, wobei 

das Testfeld (5) eine Filmschicht als kombinierte 
Blutfarbstoffabtrenn- und Nachweisschicht (1) auf- 
weist , welche 

aus einer Dispersion Oder einer Emulsion eines poly- 
meren Filmbildners gebildet ist, die in homogener 
Verteilung ein Pigment in einer Konzentration von 
mindestens 3 0 Gew-%, bezogen auf den Feststof f gehalt 
der filmbildenden Masse, den polymeren Filmbildner, 
das Farbbildxingsreagenz und ein Quellmittel enthalt, 

wobei die Quellf ahigkeit des Quellmittels so hoch 
ist, dsiB die optisch nachweisbare Veranderung auf der 
Nachweisseite nach maximal einer Minute meBbar ist. 
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2. TesttrSger nach eineiti der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzoichnet , daB die mittlere Dicke der 
Blutfarbstoffabtrenn- und Nachweisschicht (1) maximal 
0,05 mm, bevorzugt maximal 0,025 mm, besonders bevor- 
zugt maximal 0,015 mm, betragt. 

3. Testtrager nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gakennzeichnet , daB die Blutf arbstof f abtrenn- 
und Nachweisschicht (1) in eine offenporige Faserver- 
bundstruktur (2) derartig impragniert ist, daB sie 
deren Poren iiberspannt und somit schlieBt. 

4. Testtrager nach Anspruch 3, dadurch geJcennzeichnet , 
daB die mittlere PorengroBe der Faserverbundstruktur 
(2) zwischen 0,02 und 0,06 mm, vorzugsweise zwischen 
0,03 und 0,05 mm betrSgt. 

5. Testtrager nach Anspruch 1 Oder 2, dadurch gskann- 
zeichnot, daB die Blutf arbstof fabtrenn- und Nachweis- 
schicht (1) auf eine mikroporbse Kunststof f schicht 
(11) beschichtet ist. 

6. Testtrager nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet , 
daB die mikroporose Kunststof folie (11) der Proben- 
aufgabeseite (7) des Testtragers zugewandt ist. 

7. TesttrSger nach einem der Anspriiche 5 oder 6, dadurch 
gekennzeichnet, daB die mikroporbse Kunststof folie 
(11) eine asymmetrische Struktur hat und Erythrozyten 
zximindest teilweise abtrennt. 

8. Testtrager nach Anspruch 1 oder 2, dadurch g kenn- 
zeichnet, daB die Blutf arbstof fabtrenn- und Nachweis- 
schicht (1) auf eine Kunststof folie (10) beschichtet 
ist. 
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